Хромосомные мутации в культивируемых фибробластаx китайского хомячка, трансфицированных рекомбинантной плазмидой pBR322, содержащей ген инсулина человека by Рубашевский, Е.Л. et al.
5. Barea J. M., Brown Μ. Ε. E f fec t s on p lan t g rowth produced by Azotobacter pas pall 
related to synthes is of p lan t g r o w t h r e g u l a t i n g s u b s t a n c e s / / J . Appl. Bacter iol .— 
1974.— 37, N 4 , — P . 583—593. 
6. Нгуен Т. К. Морфологические и физиологические особенности синезеленой водо-
росли Hapalosifon Jontinalis и возможности ее использования в повышении уро-
ж а й н о с т и с е л ь с к о х о з я й с т в е н н ы х к у л ь т у р : Л в т о р с ф . д н е . . . . к а н д . биол . н а у к — К и е в , 
1987.— 17 с. 
7. Gruen Η. Е. Auxins and f u n g i / / Α η η υ . Rev. P lan t Physiol — 1959,— 10 ,—P. 405—440. 
8. Fett W. F., Osman S. F., Dunn Al F. Auxin product ion by p l an t -pa thogen ic pseudo-
m o n a d s and x a n t h o r n o n a d s / / A p p l . Environ. Microbiol — 1987.—53, N 8 — P . 1839— 
1845. 
9. Smidt M., Kosuge T. The role of indole-3-acetic acid accumula t ion by alpha methyl 
t rvp topha i i - res i s tan t m u t a n t s of Pseuciomonas savastanoi in gal l fo rmat ion on olean-
d e r s / / P h y s i o l . P l a n t Pa tho l — 1978,— 13, N 2 . — P . 203—214. 
10. Argobacterium Ti p lasmid indoleacet ic acid gene is required for crown gal l oncoge-
n e s i s / S . T. Liu, K. L. Per ry , C. L. Schardl , С. I. Kado // Proc. Nat . Acad. Sci. USA.— 
1982 — 79, N 2 — P . 2812—2816 
11. Complementation of Agrobacterium tumefaciens t umor - induc ing aux m u t a n t by genes 
f rom TR-rcgion of the Ri p lasmid of Agrobacterium rhizogenes I I. A. O f f r i n g a , 
L S. Melchers , A. J. G. Regenburg-Tuin 1 : ct a l . / / i b i d . — 1986,—83, N 18 .—P. 6935— 
6939. 
12. Dual p romote r of Agrobacterium tumefaciens mannop ine syn thase genes is r egu la ted 
by p lan t g r o w t h hormones / W. H. Langr idge , K. J. F i tzgera ld , C. Koncz et a l . / / 
Ibid.— 1989,—89, N 9 . — P . 3219—3223. 
13. Tang Y. M., Bonner J. The enzymat ic inact ivat ion of indoleacetic acid. 1. Some cha-
racter is t ics of the enzyme contained in pea s e e d l i n g s / / A r c h . Biochem.— 1947.— 13, 
N 1 , — P . 11—25. 
14. Миллер Д. Эксперименты в молекулярной г е н е т и к е / / П о д ред. С. И. Алиханяна.— 
М. : Мир, 1976.— 436 с. 
15. Chromosomal i n tegra t ion of Klebsiella n i t rogen f ixat ion genes in Escherichia colli 
F. C. Cannon , R. C. Dixon, J. R. P o s t g a t e et al . / / J . Gen. Microbiol .— 1974,—80, 
N 1 .—P. 227—241. 
16. Лабораторное руководство по хроматографическим и смежным методам / Под ред. 
О. Микеш,— М. : Мир, 1982.— 396 с. 
17. Rigaud / . Lacide indolyl-3- lact ique et son me tabo l i sme chez Rhizobium / / A r c h . Mikro-
biol.— 1970,—72, N 2 . — P . 297—307. 
18. Schneider Ε. Α., Wightman F. Metabol i sm of auxin in higher p l a n t s / / A n n u . Rev. 
P l a n t Physiol — 1974 .—25,—P. 487—513. 
19. Kosuge T., Heskett M. G., Wilson Ε. E. Microbial synthes is and deg rada t i on of 
indole-3-acetic acid. 1. The conver t ion of L - t ryp tophan to indole-3-acetamide by an 
enzyme sys tem f rom Pseudomonas savastanoi // J. Biol. Chem.— 1966.— 241, N 16.— 
P. 3738—3744. 
20. Agrobacterium T-DNA gene I codes for t r y p t o p h a n 2 -monooxygenase act ivi ty in to-
bacco crown gal l c e l l s / H . van Onckelen, E. Pr insen , P. Rudelsheim et a ! . / / F E B S 
Lett .— 1986,— 198, N 2 — P. 357—360. 
21. Reynders L., Vlassak K. Conver t ion of t ryp tophan to indoleacet ic acid by Azospirillum 
brasilense/l Soil. Biol. Biochem — 1979,— 11, N 2 , — P . 547—548. 
Ин-т молекуляр. биологии и генетики АН УССР, Киев Получено 27.04.90 
Университет, Байройт, Ф Р Г 
У Д К 575.224.46 
Е. Л. Рубашевский, Л. Л. Лукаш, Ε. Ф. Лысенко, Л. П. Неборачко, 
С. И. Кирилеико, Ю. В. Пацковский, Т. И. Бужиевская 
ХРОМОСОМНЫЕ МУТАЦИИ В КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
ФИБ РОБ Л ACT AX КИТАЙСКОГО ХОМЯЧКА, 
ТРАНСФИЦИРОВАННЫХ РЕКОМБИНАНТНОЙ ПЛАЗМИДОЙ 
pBR322, СОДЕРЖАЩЕЙ ГЕН ИНСУЛИНА ЧЕЛОВЕКА 
Было показано, что плазмиды pBR322 и pBR322ins (рекомбинантная плазмида, содер-
жащая ген инсулина человека) индуцируют аберрации хромосом в культивируемых 
клетках китайского хомячка как на ранних сроках после трансфекции, так и в после-
дующих поколениях клеток. Необходимо, таким образом, проводить тестирование на 
мутагенность молекул ДНК, создаваемых как для генотерашш наследственных болез-
ней человека, так и для решения других задач. 
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Введение. Широкое применение методов переноса генов в целях изу-
чения возможности экспрессии чужеродных генов в клетках млекопи-
тающих поставило задачу определения уровня индуцированных мута-
ций в трансфицированных клетках млекопитающих [1]. В наших пре-
дыдущих исследованиях [2—4] продемонстрирована мутагенная ак-
тивность Д Н К вируса герпеса, Д Н К бактериальной плазмиды 
pBR325tk (tk — ген вируса простого герпеса). Было обнаружено также 
[5] возрастание доли клеток с обменами хромосом в поколениях транс-
фицированных клеток. В связи с этим нас заинтересовал вопрос об 
универсальности свойства рекомбинантных плазмид индуцировать абер-
рации хромосом в соматических клетках млекопитающих. Рекомбинант-
ная плазмида pBR322ins применяется для изучения экспрессии гена 
инсулина человека, что и обусловило выбор мутагена в наших иссле-
дованиях. 
Целью настоящей работы явилось определение частоты хромосом-
ных мутаций в поколениях культивируемых фибробластов китайского 
хомячка. 
Материалы и методы. Плазмиды pBR322 (4,360 т. п. н.) и pBR322ins (7,560 т. п. н.) 
получены JI. Н. Неборачко и С. И. Кириленко (Ин-т молекуляр. биологии и генетики 
АН УССР). Ген инсулина человека, содержащий промотор без регуляторного участка, 
обеспечивающего тканеспецифичность экспрессии, клонирован в бактериальной плаз-
миде pBR322 (pBR322ins). 
В экспериментах на клетках китайского хомячка препараты Д Н К обеих плазмид 
применяли в концентрации 5 мкг на 1 мл среды Игла . В качестве протектора применя-
ли ДЭАЭ-декстран (молекулярная масса 2 - Ю 6 ) в конечной концентрации 100 мкг/мл. 
Объектом исследования служили культивируемые фибробласты китайского хо-
м я ч к а — линия Blld-ii-FAF28. Характеристика фибробластов, методики трансфекции 
клеток и учета хромосомных мутаций описаны ранее [2, 5] . В наших экспериментах 
часть клеток фиксировали для получения препаратов метафазных пластинок через 
24 ч после трансфекции, другую часть клеток пассировали. Фиксацию и пересев кле-
ток очередного пассажа проводили через к а ж д ы е 48 ч. Всего проведено два пересева 
трансфицированных культур. 
Контролем служили клетки, обработанные ДЭАЭ-декстраном в той ж е кон-
центрации. 
Статистическую обработку результатов проводили по методу «хи-квадрат» [6] . 
Результаты и обсуждение. Индукцию хромосомных мутаций Д Н К 
обеих плазмид изучали в двух независимых экспериментах через 24, 72 
(1-й пассаж) и 120 ч (2-й пассаж) после окончания трансфекции. Все-
го проанализировано 1 800 метафазных пластинок не менее чем по 100 
в каждом варианте. 
Усредненные данные двух экспериментов представлены в таблице. 
Из ее анализа видно, что бактериальная плазмида pBR322 через 24 ч 
после окончания трансфекции достоверно повышает число метафазных 
пластинок с разрывами хромосом. В препаратах клеток, трансфициро-
ванных рекомбинантпой плазмидой pBR322ins, также наблюдается дос-
товерное превышение частоты метафазных пластинок с разрывами хро-
мосом. Эти результаты совпадают с данными, полученными нами ра-
нее в экспериментах с Д Н К плазмид pBR325 и pBR325tk [3, 5]. 
Появление хромосомных мутаций типа обменов, обнаруженных в 
препаратах 1-го пассажа, свидетельствует в пользу образования в хро-
мосомах клеток предмутациопных изменений, реализующихся в абер-
рации хромосом через 2—3 клеточных деления. Подобное явление было 
обнаружено нами при изучении мутагенной активности Д Н К плазмид 
pBR325 и pBR325tk на этом же сроке исследований [3, 5], а также на 
5—7-м пассажах культивирования клеток, зараженных инактивирован-
иым ультрафиолетом аденовирусом типа 1 человека [7, 8]. 
На следующем сроке исследований— 120 ч после окончания транс-
фекции— обнаружено снижение показателей частоты метафазных пла-
стинок с аберрациями хромосом примерно в 1,5 раза и отсутствие^ 
ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1990. Т. 6. № 6 7 - 0 - 5 6 9 
97 
аберраций хромосом типа обменов (хотя в обоих опытных вариантах 
показатель частоты аберраций хромосом достоверно превышал конт-
рольный уровень). Снижение частоты аберраций хромосом на 2-м пас-
саже культивирования трансфицированных клеток мы наблюдали и в 
экспериментах с Д Н К плязмид pBR325 и pBR325tk. В этом плане дан-
Частота хромосомных мутаций в культивируемых фибробластах китайского хомячкау 
трансфицированных ДНК плазмид pBR322 и pBR322ins* 
The chromosome mutations frequencies in established Chinese hamster fibroblasts, 
transfected by pBR322 and pBR322ins plasmids 
Вариант 
Число 
проанализи-
рованных 
метафаз 
Число клеток с аберрациями, % 
P 
Всего Разрывы Обмены 
24 ч 
К о н т р о л ь 200 1,0 (0 ,095-^2 ,844) 1 ,0 0 
pBR322 200 10,5 (6 ,644-^15 ,114) 10,5 0 < 0 , 0 0 1 
pBR322ins 200 9 , 0 ( 5 , 4 3 9 - М 3 , 3 4 6 ) 9 , 0 0 < 0 , 0 0 1 
72 ч (1-й пассаж) 
Контроль 200 1 ,0 (0,095-7-2,844) 1 ,0 0 
pBR322 200 13,0 (8 ,709—18,001) 9 , 0 4 , 0 < 0 , 0 0 1 
pBR322ins 200 13 ,5 (9 ,129^-18 ,571) 10,0 3 , 5 < 0 , 0 0 1 
120 ч (2-й пассаж) 
Контроль 200 1 ,0 (0 ,095^-2 ,844) 1 ,0 0 
pBR322 200 6 , 0 ( 3 , 1 4 1 - 9 , 7 0 3 ) 6 , 0 0 < 0 , 0 5 
pBR322ins 200 6 , 5 ( 3 , 5 1 1 - 1 0 , 3 2 3 ) 6 , 5 0 < 0 , 0 1 
* Усредненные данные двух экспериментов. 
ные совпадают. Однако отсутствие на этом сроке исследования мета-
фазных пластинок с аберрациями типа обменов наблюдается нами 
впервые. По-видимому, такое значительное (приблизительно в 1,5 раза) 
снижение частоты клеток с аберрациями хромосом и отсутствие на 2-м 
пассаже метафазных пластинок с обменами хромосом иллюстрируют 
процесс элиминации клеток, несущих предмутационные изменения и 
мутации хромосом. Таким образом, можно сделать вывод о том, что 
нами обнаружена способность бактериальной плазмиды pBR322 и 
рекомбинаптпой плазмиды pBR322ins индуцировать аберрации хромо-
сом в фибробластах китайского хомячка на ранних стадиях после 
трансфекции и в поколениях клеток. Необходимо проводить тестирова-
ние на мутагенность всех рекомбипаптных молекул Д Н К , создаваемых 
в целях гепотерапии наследственных болезней человека, и учитывать 
мутагенность рекомбинантных молекул Д Н К при решении других тео-
ретических и практических задач. 
T H E C H R O M O S O M E M U T A T I O N S IN E S T A B L I S H E D C H I N E S E H A M S T E R 
F I B R O B L A S T S , T R A N S F E C T E D BY pBR322 R E C O M B I N A N T P L A S M I D C A R R Y I N G 
H U M A N I N S U L I N G E N E 
E. L. R u b a s h e v s k y , L. L. Lukash, E. F. Lysenko, L. N. Neborachko, 
S. I. Kirilenko, Yu. V. P a t s k o v s k y , Т. I. Buzhievskaya 
In s t i t u t e of Molecu l a r B io logy and Genetics , 
Academy of Scienccs of the Ukra in i an SSR, Kiev 
S u m m a r y 
The pBR322 and pBR322ms (a r ecombinan t p lasmid c a r r y i n g h u m a n insul in gene) p las -
m i d s have been shown to induce the ch romosome abe r r a t i ons bo th in ear ly per iods pos t -
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t r ans fec t ion of Chinese hams te r es tabl ished cells and in subsequent cell gene ra t ions . 
So it is necessary to tes t the m u t a g e n i c proper t ies of the DNA molecules produced both 
for geno the rapy of h u m a n inherited diseases and for solut ion of other problems. 
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